
Hans Journal of Agricultural Sciences 农业科学, 2018, 8(7), 699-704 
Published Online July 2018 in Hans. http://www.hanspub.org/journal/hjas 
https://doi.org/10.12677/hjas.2018.87105  

文章引用: 樊光辉, 虞杭, 王占林. 基于 RAD 测序的枸杞 SNP 分布特征分析[J]. 农业科学, 2018, 8(7): 699-704.  
DOI: 10.12677/hjas.2018.87105 

 
 

SNP Distribution Characteristic of Chinese 
Wolfberry Based on RAD Sequencing 

Guanghui Fan1,2, Hang Yu1, Zhanlin Wang1,2 
1Qinghai Academy of Agriculture and Forestry, Qinghai University, Xining Qinghai 
2Qinghai Plateau Key Laboratory of Tree Genetics and Breeding, Xining Qinghai 

 
 
Received: Jun. 20th, 2018; accepted: Jul. 3rd, 2018; published: Jul. 10th, 2018 

 
 

 
Abstract 
The single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the genome of Lycium barbarum were identified 
using the high throughput sequencing technology based on the Illumina HiSeq2500 platform. A 
total of 5,780,671,000 bp high quality data were produced. All of the reads were assembled into 
880,315 contigs with 295 bp average length. Using the contig assemblies as a reference, 721,813 
SNPs were identified. Among the SNPs, transitions were 454,827, transversions were 266,986, and 
the value of Ts/Tv was 1.70. Among the SNPs, A/G (31.69%) was the most abundant, followed with 
C/T (31.32%), A/C (10.78%), G/T (10.75%), A/T (10.27%) and C/G (5.18%). 
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摘  要 

利用illumina hiseq2500平台，对枸杞进行了RAD测序并对其SNPs的数目和分布特征进行了分析和比较。
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测序后共得到5,780,671,000 bp的高质量数据，经过组装后得到平均长度为295 bp的contig 880,315个。

采用软件进行SNP的检测后得到721,813个SNPs。其中转换替换共有454,827个，占总数的63.01%，颠

换共有266,986个，占总数的36.98%，转换和颠换的比例Ts/Tv为1.70。所有的替换类型中A/G占的比

例最高，为31.69%，其余类型所占的比例依次为C/T (31.32%), A/C (10.78%), G/T (10.75%), A/T 
(10.27%)和C/G (5.18%)。 
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1. 引言 

枸杞为茄科枸杞属的灌木树种，生长在干旱和半干旱地区，盐碱生境和海岸带也有分布(Fukuda et al., 
2001) [1]。我国枸杞的分布地区基本集中在西北和其它干旱、半干旱地区以及一些盐碱地区(Jia et al., 2009) 
[2]。枸杞对于恶劣的土壤和气候环境条件具有很强的适应性，能在极度干旱、含盐量高的土壤中正常生

长，因此在北方，尤其是我国青海、内蒙、甘肃、宁夏和新疆地区作为于防沙、治沙和固沙的先锋树种

(Zhao et al., 2004) [3]。 
枸杞果实中含有很多活性物质，例如枸杞多糖，生物碱，黄酮和类胡萝卜素等物质，因而其具有促

进免疫、抗衰老、抗肿瘤、清除自由基、抗疲劳、抗辐射、保肝、生殖功能保护和改善等多种作用(Inbaraj 
et al., 2010; Duan et al., 2010) [4] [5]。枸杞果实和根很早就被用于治疗眼疾和炎症，也是治疗肝胆疾病和

肾脏方面的疾病的传统药物(Hitchcock, 1932) [6]。由于枸杞的生态和经济的双重作用，其在我国北方被广

泛种植，甚至在宁夏，青海和新疆等地区已经成为地区经济收入的支撑产业。 
SNP (Single-nucleotide polymorphisms)，即单核苷酸多态性，是基因组序列中最丰富的 DNA 多态性，

它们能够影响到蛋白的功能，因而也是很多疾病和表型特征变异的基础。 
一般情况下，物种基因组内 SNPs 的分布和其分布特征是不均匀的，编码区的 SNP 分布频率要低于

非编码区。自然选择，遗传重组，突变率以及其他的因素都能影响到SNPs的分布密度(Nachman 2001) [7]。 
SNPs 中有一部分是能够通过影响蛋白的功能而影响到物种表型的变异，另一部分是对于表型没有任何

影响的变异，这类变异称为沉默突变，或者同义突变。这类突变数量巨大，并且具有稳定遗传的特点，因

而在全基因组关联分析(GWAS, genome-wide association studies)，遗传图谱的构建(Thomas, 2011) [8]，QTL
分析(Garrett et al., 2012) [9]，分子标记辅助育种(Thavamanikumar et al., 2011) [10]等反面都被广泛利用。 

基于其在遗传学和基因组学方面的重要性，检测和研究 SNP 在基因组上的分布和特征也具有重要意

义(Steele et al., 2008) [11]。随着第二代通量测序技术的发展，其高通量、省时和高效的特点使得对 SNP
的检测也步入新的阶段。迄今为止，基于高通量测序的方法进行 SNP 的检测已经在很多物种中加以利用。 

枸杞的植物化学，药理学和育种等方面研究已经比较深入，但其分子水平上的研究目前还处于起步

阶段，其基因组 SNPs 方面的研究尚未见报道。基础研究尤其是分子生物学方面的滞后在一定程度上影

响了枸杞育种工作，所以其遗传学和基因组学方面的研究亟待进行。基于枸杞在经济和生态方面的重要

性，本文利用第二代高通量测序技术用 RAD 标记对枸杞的基因组进行了简化分析后查找了其基因组水平
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上的 SNPs 标记，这些标记可以用于下一步枸杞高密度遗传图谱，关联分析的标记开发和使用，为枸杞

遗传学和基因组学研究奠定基础。 

2. 材料和方法 

2.1. 植物材料和 DNA 提取 

宁夏枸杞(L. barbarum L.)新鲜叶子于 2014 年八月份采自青海诺木洪农场枸杞种质资源圃。基因组

DNA 利用 kitDP305 (天根，北京)提取。提取后利用 NanoDrop 2000 (Wilmington, DE, USA)和琼脂糖凝胶

电泳进行质量检测。 

2.2. 建库和测序 

用RAD (Restriction-site associated DNA-sequencing)测序方法将枸杞基因组进行简化(Baird, 2008) [12]。
取基因组 DNA1ug，利用 EcoRI 内切酶进行消化(G|AATTC)，然后加 P1 接头(可与 EcoRI 酶切 DNA 缺口

互补)；将连接有接头的所有片段混合后随即打断，电泳回收 300 bp~700 bp 的片段，然后末端平化后加

A；加 Solexa P2 Adapter，P2 为局部双链分叉 Y 型 DNA，可实现选择性的扩增同时含有 P1 和 P2 接头的

RAD 标记；PCR 扩增两端分别含有 P1 和 P2 接头的 tag 序列。制备好的测序库利用 Qubit 2.0kit (Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA)检测质量，Agilent 2100 (AgilentTechnologies, Palo Alto, Calif)检测片段的

大小。检测后的测序库利用 Illumina HiSeq2500 (Illumina Inc., San Diego, Calif)根据程序进行测序。 

2.3. 数据质量控制和组装 

利用 In-House scripts 将低质量和重复的测序数据的去除，使用 EcoRI (G|AATTC)酶切位点，对 Clean 
reads 进行去除重复处理后，统计去重后 EcoRI 捕获的 Reads 数。利用 Velvet Optimiser software (Zerbino D 
R and Birney E, 2008) [13]，根据默认参数进行数据组装。将带有酶切识别序列的 reads 进行聚类，并按照

深度由大到小进行排序。将深度高的 reads 作为种子进行聚类。根据深度信息对聚类后的 reads 进行纠错、

过滤重复区域等。根据聚类的结果，将另一端的 reads 进行 contig 拼接，结合插入片段的大小和 overlap
的关系，将拼接好的 contig 与另一端聚类的 reads 进行连接，组装成最终的 contig 序列。 

2.4. SNP 查找 

利用 BWA 软件(Li and Durbin 2009) [14]将测序的所有 reads 比对到组装好的序列上，比对结果经

SAMTOOLS (Li et al., 2009) [15] [16]去除重复(参数：rmdup)。Candidate sequence variation were filtered 
according to the following criteria：利用贝叶斯模型检测群体中的多态性位点，通过以下过滤和筛选得到高

质量的 SNPs：1) Q20 质量控制(将质量值 Q20 即测序错误率大于 1%的 SNPs 过滤掉)；2) SNP 的支持数(覆
盖深度)在 2~1000 范围内；3) 缺失控制(将群体内 SNP 位点缺失率大于 0.1 的位点过滤掉)。 

3. 实验结果 

3.1. 测序结果和质量 

利用 Illumine HiSeq2500 平台，测序共得到 5,868,777,750 bp 的碱基，去除低质量的测序数据后得到

5,780,671,000 bp 的高质量数据，数据有效率达到 98.5%，错误率为 0.04%，Q20 和 Q30 分别为 92.87%和

86.9%，GC 含量为 37.97%。 

3.2. RAD tag 统计和聚类及局部组装结果 

捕获的 Reads 数为 21,317,936，占 Clean reads 去重后的 96.76%。经过组装后得到平均长度为 295 bp
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的 contig 880,315 个，共涉及 260,163,757 bp。 

3.3. 比对到参考序列结果 

将测序得到的 reads对比到组装好的序列，共有41,912,578条 reads成功比对，占总 reads数目的90.63%，

这些比对的 reads 的平均测序深度为 14.65。 

3.4. SNP 检测结果 

检测过滤和筛选后得到 721,813 个 SNPs。其中转换替换共有 454,827 个，占总数的 63.01%，颠换共

有 266,986 个，占总数的 36.98%，转换和颠换的比例 Ts/Tv 为 1.70。这个比值远远大于 Ts/Tv 的理论比

值 0.5，这种 Ts/Tv 实际值与理论值不一致的情况称为“转换偏差”(Collins et al., 1994) [17]。转换偏差的

产生可能是物种在长期的进化过程基于进化选择中形成减少有害突变形成的方式(Li et al., 1984; Wakeley, 
1996) [18] [19]，也有可能是 DNA 分子内嘌呤和嘧啶的结构以及代谢等内在特征决定(Tang et al., 2008) 
[20]。转换偏差现象在很多动植物中都有发现，例如核桃基因组中 Ts/Tv 比例为 2.79，远远大于 0.5 的理

论值(廖卓毅，2015) [21]，玉米中也有这种现象的发现(Morton, 1995; Batley et al., 2003) [22] [23]，野鸭和

火鸡的基因组研究中也有类似的报道(Kraus, 2011; Aslam, 2012) [24] [25] (表 1)。 
所有的替换类型中 A/G 占的比例最高，为 31.69%，其余类型所占的比例依次为 C/T (31.32%)，A/C 

(10.78%)，G/T (10.75%)，A/T (10.27%)和 C/G (5.18%) (表 1)。 

4. 结论与讨论 

根据前人的研究，DNA 中的 5-甲基胞嘧啶(5-methylcytosine, 5mC)突变成 T 的频率较高，因此 C/T
突变在 SNPs 突变中占最高的比率(Bird, 1980) [26]。但本研究中的结果却不符合该规律，A/G 类型的替换

略高于 C/T 类型的替换。青杨的基因组 SNP 分布中也有 A/G 和 C/T 数量相差极小的报道，而在其他物种

的研究中 C/T 类型占有最高的比例(Chao et al., 2009; Kraus et al., 2011) [27]。 
随着高通量测序技术的发展和基因组测序，转录组测序在多个物种中的开展，对于 SNPs 的研究 
 

Table 1. SNPs type and quantity 
表 1. SNPs 类型和数量 

替换类型 数量 百分比(%) 

转换  454,827 63.01 

 A/G 228,731 31.69 

 C/T 226,096 31.32 

颠换  266,986 36.98 

 A/C 77,843 10.78 

 A/T 74,163 10.27 

 C/G 37,378 5.18 

 G/T 77,602 10.75 

Ts/Tv  1.70  

Total  721,813 100 
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也不断深入。本文中对于枸杞 SNPs 的发掘和分布特性研究可以为后续的高密度遗传图谱以及一些性状

和基因的关联分析(association analysis)提供有效数据，同时为枸杞中的重要基因的功能分析和挖掘奠定基

础。 
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